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基础 研究 
DAPK 过 表达 对 HL-60 细 胞 生物 学 功能 及 caspase-3 表 达 的 影响 


赵 卫 华 :, 重 凡 义 ?, 赖 永 榕 :, 彭 志 刚 :, 马 动 ' 
! 广 西医 科大 学 第 一 附属 医院 血液 科 , 广 西 南宁 530021;? 广 东 省 东莞 市 康 华 医院 ,广东 东莞 523000 


摘要 :目的 探讨 死亡 相关 蛋白 激酶 (DAPK) 过 表达 对 HL-60 细 胞 生物 学 功能 及 对 caspase-3 表 达 的 影响 。 方 法 采用 RT-PCR 技 
术 检 测 白 血 病 细胞 株 DAPK 基因 mRNA 的 表达 。 运 用 真 核 表 达 载 体 pReceiver-M29-DAPK ,用 脂 质 体 Lipofectamine™ 2000 介 
导 转 染 HL-60 细 胞 ,研究 其 过 表达 对 白血病 细胞 凋 亡 、 细 胞 周期 及 分 化 的 影响 ,并 对 caspase-3 表 达 的 影响 。 结 果 DAPK 基因 在 
K562 .Molt4 .U937 细胞 表达 阳性 ,而 HL-60 细 胞 则 表达 阴性 。 转 染 pReceiver-M29-DAPK 后 ,应 用 流 式 细 胞 术 和 Hoechst33342 
染色 可 观察 到 转 染 后 HL-60 细 胞 出 现 凋 亡 , 凋 亡 细胞 百分率 显著 增高 。PI 单 染 和 瑞 氏 染色 法 分 析 观 察 转 染 前 后 的 HL-60 细 胞 ， 
各 细胞 周期 及 形态 均 无 改变 。 转 染 后 caspase-3 的 表达 水 平 显 著 增高 。 结 论 DAPK 基 因 过 表达 的 HL-60 细 胞 凋 亡 增强 ,但 对 
HL-60 细 胞 周期 和 细胞 分 化 无 影响 。Caspase-3 可 能 参与 了 调 亡 调控 。 
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Effect of DAPK overexpression on biological behaviors and caspase-3 expression in 
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Abstract: Objective To explore the effect of DAPK overexpression on the biological behaviors and caspase-3 expression in 
HL-60 cells. Methods The expression of DAPK mRNA was detected by RT-PCR leukemia cell lines K562, Molt4, U937, and 
HL-60 cells. HL-60 cells were transfected by a eukaryotic expression vector pReceiver-M29-DAPK via Lipofectamine™ 2000, 
and the impact of DAPK overexpression on cell apoptosis, cell cycle, cell differentiation and caspase-3 expression were 
analyzed. Results DAPK mRNA expression was positive in K562, Molt4 and U937 cells but negative in HL-60 cells. 
Significantly increased cell apoptosis was observed in pReceiver-M29-DAPK-transfected HL-60 cells by flow cytometry and 
Hoechst33342 staining. The cell cycle distribution and differentiation showed no significant changes after the transfection. The 
expression of caspase-3 was significantly increased in the cells after transfection. Conclusion DAPK gene overexpression 
promotes apoptosis of HL-60 cells without affecting the cell cycle and differentiation. Caspase-3 may be involved in the 
regulation of cell apoptosis. 
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死亡 相关 蛋白 激酶 (DAPK) 基 因 在 凋 亡 途 径 中 起 
重要 作用 ,已 被 证 明 在 多 种 实体 瘤 及 其 细胞 系 中 出 现 


疡 ,细胞 周期 和 细胞 分 化 及 对 caspase-3 表 达 的 影响 。 


的 表达 缺失 与 肿瘤 侵袭 有 关 ””。 目 前 研究 较 多 的 是 
DAPK 与 凋 亡 的 关系 ,但 是 对 白血病 细胞 生物 学 行为 
的 影响 尚 不 明确 , 半 胱 氨 酸 天 门 冬 氮 酸 和 蛋白酶 (caspase) 
是 细胞 凋 亡 的 关键 分 子 ,尤其 是 caspase-3 是 其 中 的 中 
心 环节 。 一 般 情 况 下 ,caspase-3 以 无 活性 的 酶 原形 式 
存在 ,活化 后 可 使 细胞 发 生 功 能 障碍 ,从 而 导致 凋 亡 不 
可 逆 地 发 生 。 我 们 对 白血病 细胞 株 DAPK 基因 的 
mRNA 表达 进行 了 研究 ,分析 其 过 表达 对 HL-60 细 胞 镁 
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1 材料 和 方法 
1.1 主要 试剂 

脂 质 体 Lipofectamine™2000 (Invitrogen) , pRe- 
ceiver-M29-DAPK 质粒 和 PReceiver-M29 质粒 (广州 复 
能 公司 ) , 鼠 抗 人 DAPK 单 克隆 抗体 (Sigma) , 鼠 抗 人 
B-actin 单 克隆 抗体 以 及 免 抗 小 鼠 二 抗 (北京 中 杉 金 桥 公 
司 ),IMDM 培 养 液 和 10% 胎 牛 血清 (Hyclone) ,TRIzol 
试剂 和 逆转 录 试 剂 盒 (TaKaRa) ,Hoechst33342( 南 京 凯 
基 公 司 ),PI 染 液 及 瑞 氏 染 液 ,SYBR green I 痰 光 定 量 
PCR 试剂 盒 (Invitrogen)。 
1.2 方法 
1.2.1 细胞 培养 HL-60K562.Molt4.U937 细胞 株 ( 购 
自 中 科 院 上 海 生 物 研究 所 ) 在 含 10% 胎 牛 血清 IMDM 


201712.00957V1 


chinaXiv 


730，: J South Med Univ, 2016, 36(5): 729-732 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


http://www.j-smu.com 


培养 液 中 ,于 37 % .53% CO, 相 对 湿度 90% 的 培养 箱 中 
培养 。 实 验 用 细胞 均 处 于 对 数 生长 期 。 

1.2.2 RT-PCR 检 测 DAPK mRNA 表达 收集 各 组 细胞 
按 TRIzoL 试 剂 说 明 书 提取 细胞 RNA ,逆转 录 参 照 道 转 
录 酶 说 明 书 。 反 应 引物 设计 与 合成 如 下 ,并 经 GenBank 
验证 。DAPK 基因 的 上 游 引 物 序列 :5'ATCCTAGACG 
TGGTCCGGTAT-3' 下 游 引物 序列 : 5-GTTCTCGCAG 


的 片段 大 小 191 bp; 内 参 基因 B,-MG 上 游 引物 序列 : 
5'-ACCCCCACTGAAAAAGATGA-3', 下 游 引 物 序列 : 
5'-CATCTTCAAACCTCCATGATG-3', 目 的 片段 大 小 
124 bp。 反 应 条 件 : 预 变性 ,95 % 3 min; 变 性 ,95 %C 30 s; 
退火 ,58 %C 30 s; 延 伸 ,72 %C 40 s; 循 环 30 个 , 扩 增 结 
后 自动 分 析 融 解 曲 线 。 读 取 caspase-3 和 B,-MG 的 ct 
值 ,用 公式 2 计算 目的 基因 caspase-3 的 相对 表达 量 ， 
Act 值 = 目的 基因 Ct 值 -内 参 基 因 Ct 值 。 


CCTGGGTA-3', 目 的 片段 大 小 是 402 bp; 看 家 基因 
GAPDH 上 游 引物 序列 5-CGGGAAACTGTGGCG 
TGAT-3', 下游 引物 序列 5-TGGCAACTGTGAGGAG 
GG-3' 目 的 片段 大 小 是 553 bp。PCR 条 件 : 预 变性 ， 
95 % ,5 min; 变性 ,94 ,40 s; 复 性 62 % ,30 s; 延伸 
72 %,30 s; 循 环 30 次 。 取 6 上 LE 产物 在 2% 球 脂 糖 凝 胶 
电泳 ,紫外 灯 下 观察 ,结果 以 GDS2000 凝 胶 成 像 分 析 系 
统 分 析 , 采 用 quantity-one 软 件 进 行 半 定 量 分 析 。 

1.2.3 细胞 转业 (1) 将 4x105HL-60 细 胞 接种 于 6 孔 板 
内 。 每 孔 1500 hL 细胞 基 液 ;:(2) 取 Opti-MEMI 无 血清 培 
养 基 250 hL ,稀释 pReceiver-M29-DAPK 质粒 4.0 ug, 混 
名;(3) 另 取 Opti-MEMI 无 血清 培养 基 250 hL ,稀释 
Lipofectamine 2000 10 pL, 混 匀 ;(4) 将 (2) 和 (3) 的 两 
种 液体 轻 轻 混合 ,室温 放置 20 min。 然 后 加 入 6 和 孔 板 
内 ,每 孔 加 500 pL。 继 续 培 养 48 h 后 收集 细胞 用 于 后 
续 试 验 , 空 载体 pReceiver-M29 转 染 条 件 同 pReceiver- 
M29-DAPK 组 。 并 以 未 转 染 的 HL-60 细 胞 为 对 照 。 
1.2.4 Western blotting 分 析 DAPK 有 蛋白 的 表达 提取 细 
胞 总 蛋白 ,变性 后 每 孔 50 ng 进行 SDS-PAGE 电 泳 , 然 
后 电 转 移 至 PVDF 膜 上 ,用 含有 5% 脱 脂 牛 奶 的 0.1% 
TBS-T 室 温 封 闭 2h, 加 一 抗 4 % 旷 育 过 夜 ,TBS-T 洗 膜 
10 minx5 次 ,加 HRP 连 接 的 兔 抗 鼠 IgG 4 % 振 揪 旷 育 
1h,TBS-T 洗 膜 10 minx5 次 ,用 新 鲜 配 置 的 DAB 显 色 
液 显 色 ,成 像 。 

1.2.5 细胞 凋 亡 的 观察 HL-60 细 胞 经 磷酸 盐 绥 冲 液 重 
悬 , 制 成 细胞 涂 片 ,Hoechst33342 染 片 ,37% 孵 育 15 min， 
蒸馏 水 洗 片 , 烘 干 ,在 倒置 奖 光 显微镜 下 观察 .成像 。 
1.2.6 细胞 周期 的 观察 取 1 mL 细胞 悬 液 , 用 75% 冰 乙 
醇 固 定 24 h; 离心 后 重 悬 于 1 mL PEI 染 液 , 加 入 10 4L 
RNase A(10 mg/mL);4 % 避 光 放 置 20 min,400 目 尼龙 
网 过 滤 ; 采 用 流 式 细胞 仪 在 488 nm 激发 波长 下 测 DNA 
含量 ,结果 用 MultiCycle 软 件 分 析 。 

1.2.7 实时 英 光 定量 PCR (QRTPCR) 检 测 转 染 前 后 
Caspase-3 mRNA 的 表达 通过 瑞 氏 染色 法 观察 HL-60 
细胞 分 化 后 ,应 用 ICycler iQTM 荧光 实时 PCR 仪 进行 
PCR 反应 ,同一 样本 分 别 进行 caspase-3 和 B,-MG 的 扩 
增 反 应 ,并 设 3 个 复 孔 及 空白 对 照 。Caspase-3 上 游 引 物 
序列 :5-AGAACTGGACTGTGGCATTGAG-3' ,下 游 


1.3 统计 学 分 析 

采用 SPSS17.0 统 计 软 件 分 析 。 两 样本 均 数 的 比较 
采用 Independent-Samples t Test。 多 组 间 均 数 比 较 采 
用 One-way ANOVA,Post Hoctest 方 差 齐 性 采用 LSD 
法 。P<0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 和 白血病 细胞 株 DAPK mRNA 的 表达 

RT-PCR 结果 显示 DAPK 基因 在 K562、Molt4、 
U937 细胞 中 表达 阳性 ,而 在 HL-60 细 胞 则 表达 阴性 
(图 1)。 
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400 


图 1 白血病 细胞 株 DAPK mRNA 的 表达 

Fig.1 RT-PCR analysis the DAPK gene mRNA 
expression in lekumia cells. M: DNA marker; 
Lane 1: K562; Lane 2: HL-60; Lane 3: U937; Lane 
4: Molt4; P: Positive control; N: H;O. 


2.2 DAPK 在 HL-60 细 胞 中 的 表达 

选择 HL-60 细 胞 进行 pReceiver-M29-DAPK 质粒 
转 染 , Western blotting 分 析 显 示 ,DAPK 和 蛋白 在 转 染 
pReceiver-M29-DAPK 的 HL-60 细 胞 中 表达 (图 2)。 
2.3 pReceiver-M29-DAPK 叶 致 HL-60 细 胞 凋 亡 

pReceiver-M29-DAPK 转 染 HL-60 细 胞 48 h 后 ,用 
Hoechst33342 染色 发 现 细胞 出 现 体 积 变 小 、 核 固 缩 、 核 
裂解 .形状 不 规则 ,荧光 强度 增强 , 核 染色 质 连 集 于 核 膜 
处 , 呈 宫 月 状 或 环 状 等 典型 凋 亡 特征 。 而 正常 活 细胞 表 
现 为 为 胞 核 呈 圆 形 或 椭圆 形 , 体 积 较 大 ,形状 完整 ,染色 
均匀 。pReceiver-M29-DAPK/ HL-60 组 凋 亡 细胞 百 分 
率 [(9.283+0.701)% ] 明 显 高 于 未 转 染 组 [ (3.367+ 
0.473)% j] 和 PReceiverM29VHL-60 组 [ (4.417+0.929)%， 
P<0.05]。 而 未 转 染 组 和 pReceiver-M29/HL-60 组 比较 


引物 序列 :5-GCTTGTCGGCATACTGTTTCAG-3', 日 


无 统计 学 意义 (P>0.05, 图 3)。 
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图 2 DAPK 在 HL-60 细 胞 中 的 表达 

Fig.2 Western blotting of the expression of DAPK in HL-60 
cells after PReceiver-M29-DAPK transfection for 48 h. A: 
B-actin; B: DAPK; 1: Nontransfected HL-60 cells; 2: 
pReceiver-M29/HL-60; 3: pReceiver-M29-DAPK/HL-60. 


2.4 pReceiver-M29-DAPK 转 染 HL-60 细胞 前 后 周期 
改变 

PI 单 染 流 式 细 胞 术 分 析 pReceiver-M29-DAPK 转 
染 HL-60 细 胞 前 后 周期 的 改变 ,结果 表明 在 转 染 后 24 h， 


48 h,72 h,pReceiver-M29-DAPK/VHL-60 转 染 组 的 Gw 
G1 期 ,S 期 ,G2/M 期 细胞 与 pReceiver-M29/HL-60 和 对 
照 HL-60 比较 ,经 One-way ANOVA 统计 均 无 差异 (P 
均 >0.05)。 
2.5 pReceiver-M29-DAPK 转 数 HL-60 细胞 前 后 形态 
学 改变 

用 瑞 氏 染色 法 观察 pReceiver-M29-DAPK 转 染 
HL-60 细 胞 前 后 形态 学 改变 (图 4) ,结果 显示 在 转 染 后 
24、48、72 h, pReceiver-M29-DAPK/HL-60 细胞 与 
pReceiver-M29/HL-60 和 对 照 HL-60 形 态 上 无 改变 , 纪 
胞 常 呈 李 圆 形 或 圆 形 , 核 大 而 圆 , 偏 于 一 侧 ,染色 质 粗 弓 
不 等 , 胞 浆 丰 富 , 无 明显 向 成 熟 细 胞 分 化 现象 。 
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图 3 HL-60 细 胞 凋 亡 的 荧光 染色 结果 


Fig.3 Hoechst33342 staining for detecting apoptosis of HL-60 cells transfected with PReceiver-M29-DAPK 
at 48 h (Hoechst33342, Original magnification: x400). 4: HL-60; B: pReceiver-M29/HL-60; C: PReceiver- 


M29-DAPK/HL-60. 
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图 4 细胞 涂 片 观察 pReceiver-M29-DAPK 转 染 后 的 细胞 形态 
Fig.4 Morphology of cells transfected with pReceiver-M29-DAPK at 48 h (Wright staining, original 
magnification: x100). A: HL-60; B: pReceiver-M29/HL-60; C: pReceiver-M29-DAPK/HL-60. 


2.6 转 米 前 后 caspase-3 的 表达 

经 One-way ANOVA 和 LSD 法 多 重 比 较 ， 
pReceiver-M29-DAPK 转 染 组 的 caspase-3 的 表达 水 平 
较 空 载体 pReceiver-M29 转 染 组 及 对 照 组 显著 增高 (P 
均 <0.05, 表 1)。 


3 讨论 

肿瘤 患者 的 分 子 流行 病 学 调查 ,以 及 肿瘤 细胞 株 的 
实验 研究 中 均 发 现 , 在 大 部 分 恶性 肿瘤 中 DAPK 基因 的 
表达 水 平 低 或 不 表达 。Kissil 等 5 研究 了 人 类 肿瘤 细胞 


表 1 各 组 HL-60 细 胞 QRT-PCR 测 得 caspase-3 的 表达 水 平 
Tab.1 Expression level of caspase-3 transcript (Mean+SD, n=3) 


Group Caspase-3 
HL-60 0.20478+0.000426 
PReceiver-M29/HL-60 0.202+0.000638 
pReceiver-M29-DAPK/HL-60 0.24245+0.000759* 
F 39.436 

P 0.000 


*P<0.05 vs HL-60 group, PReceiver-M29/HL-60 group. 
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株 , 发 现 10 种 B 细胞 株 衍生 的 肿瘤 中 有 8 种 14 种 膀胱 
癌 中 有 6 种 .5$ 种 肾 细胞 癌 有 3 种 10 种 肺癌 中 有 4 种 的 
DAPK mRNA 和 和 蛋白 表达 都 低 于 检测 水 平 的 下 限 。 我 
们 的 研究 证 实 DAPK mRNA 在 不 同 细胞 类 型 白血病 细 
胞 株 中 表达 情况 是 不 相同 的 。K562、Molt4、U937 细 胞 
株 DAPK mRNA 表 达 阳 性 ,而 HL-60 细 胞 则 DAPK 表 
达 阴 性 。 这 与 Wang9 及 MJD 的 结果 类 似 ,提示 肿瘤 细 
胞 DAPK 基 因 失 表达 可 能 抑制 细胞 凋 亡 ,促进 肿瘤 转移 
和 生长 。 

在 本 研究 中 ,应 用 DAPK 基因 真 核 表 达 载 体 ,对 
HL-60 细 胞 株 进 行 瞬时 转 染 后 发 现 ,Western blotting 检 
测 在 160 000 出 现 显 色 条 带 , 证 明 DAPK 基因 成 功 地 导 
入 HL-60 细胞 ,用 Hoechst33342 染色 观察 到 转 染 
DAPK 组 细胞 呈 典 型 凋 亡 状 , 凋 亡 细胞 率 也 低 于 DAPK 
组 。 用 PI 法 分 析 细 胞 周期 时 ,各 时 期 细胞 无 明显 的 变 
化 ,说 明 转 染 DAPK 对 HL-60 细 胞 周期 影响 不 明显 。 瑞 
氏 染 色 观 察 细 胞 形态 ,在 DAPK 转 染 前 后 无 明显 向 成 熟 
细胞 分 化 的 现象 ,说 明 DAPK 基因 对 细胞 分 化 的 影响 不 
明显 。Raveh 等 8 曾 将 带 有 绿色 荧光 蛋白 基因 的 DAPK 
基因 导入 大 鼠 豚 胎 肺 细胞 ,发现 转 染 48 h 后 细胞 发 生 了 
凋 亡 ,但 细胞 周期 没有 发 生 明显 的 变化 。 这 与 我 们 和 
Rohrs”* 的 结果 类 似 。 有 报道 DAPK 转 染 的 肿瘤 细胞 的 
凋 亡 指数 , 比 DAPK 表 达 阴 性 的 肿瘤 细胞 要 高 ;DAPK 
转 染 表达 后 ,可 使 肿瘤 细胞 重新 获得 对 凋 亡 因素 诱导 的 
敏感 性 ,促使 细胞 凋 亡 “9。 

Bai 等 "应 用 脂 质 体 转 染 的 方法 pc-DNA3.1- 
DAPK1 转 染 腺 癌 细 胞 系 , 观 察 到 细胞 洞 亡 ,同时 
caspase-3 和 caspase-8 基因 表达 上 调 ,caspase-9 基因 表 
达 无 明显 变化 ,但 不 影响 细胞 周期 和 线粒体 膜 电 位 ,过 
表达 的 DAPK 诱导 腺 癌 细 胞 凋 亡 与 caspase-3 和 
caspase-8 途径 有 关 。 本 实验 也 观察 到 DAPK 基因 转 染 
HL-60 细 胞 48 h 后 ,HL-60 细 胞 出 现 了 凋 亡 , 转 染 DAPK 
组 的 细胞 的 caspase-3 mRNA 表达 水 平均 较 转 染 空 载体 
组 明显 增高 。 说 明 caspase-3 可 能 参与 了 DAPK 诱导 
HL-60 细胞 凋 亡 的 调控 。 我 们 的 结果 与 Bai 及 
Rennier 一 致 。 

总 之 ,DAPK 基因 在 急性 髓 系 白血病 HL-60 细 胞 株 
中 过 表达 表现 为 促进 细胞 凋 亡 ,不 影响 细胞 周期 和 细胞 
分 化 ,caspase-3 可 能 参与 了 凋 亡 调控 ,但 是 其 引起 凋 亡 


的 具体 机 制 以 及 其 它 确切 的 功能 尚 不 清楚 ,有 待 于 进 一 
步 研究 证 实 。 
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